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Beschreibung 

Technlscher Prozess sowle Anlage zur Gewinnung und/oder Verkapselung von, 
j lebenden Zellen aus Organen j 

Die Erflhdung bezleht sich auf eln Verfahren und auf die entsprechende Anlage zur 
Gewinnung und/oder Verkapselung von iebenden Zellen aus' Organen. Dabei wird das ! 
Organ^ das die Zellen enth&It in einem ersten Schritt in elnem enzymatischen Prozess in 
Einzelzellen Oder ZellverbSnde zerlegt Aus dem erhaltenen Zellgemlsjch werden danach die - 
relevanten Zellen isoliert Die so. gewonnenen Zellen kdnnen ahschlieBend verkapselt 
werden. Die Erfindungbeschreibt einen technischen Prozess und* eine Anlage die diese drei. 

t" . ■ . ■ . • 

Schritte in Sich vereint 

* 

In der Mediziri.oder Pharmazie aber auch In der technologlschen Praxis 1st es immer 

• • • 

hauflger etforderlich lebende Zellen einzusetzen. Um deren HandhabbarkeR und auch 
Haltbarkett zu verbessem werden diese in vericapselter Form verwendet. 

So werden beispielsweise bei der Medikamentenentwicklung die Wlrkstoffe auf ihre WIrkung 
in der Leber hin untersucht Dies erfondert alrfwehdlge Tierversuche und teure kllnlsche 
Tests. Obwqhl Leberzellen aius der Relschindustrie in groSen Mengen zur VerfQgung stehen, 
1st die Entwicklung eines Testkite auf der Basis Isolierter Leberzellen bisher gescheltert, da 
Einzelzellen- nur einige Stunden am Leben blelben. Durch eine Isolation der Zellen aus der 
Leber und einer anschleiBenden Verkapselung ist.fcs.mSglich, die Zellen so zu pr&parieren, 
dass sie mehrere Wochen am Lebeh Iblelben, wodurch sie erstmals Im Rahmen von 

.Standard-TestkitsfQrtoxlkologlsche Untersuchungen ejngesetzS werden kdnnen. 

• * . • 

9 

* 

Ein anderer Ansatz.besteht'darin Krankheiten wie beispielsweise den Diabetes Mellitus mil 

-» ■ * * * , • 

Hilfe der Transplantation von lebenden, verkapselteri Inselzellen zu therapieren. Die Zellen 

•■.*•. 

werden aus dem Organ isoliert und so verkapselt, dass sie vor dem korpereigenen 

• * 

Immurisystem geschQtzt sind. Auf dies$ Weise kann man artfremde Zellen transplantieren. 

■ * ■. 

Verkapselt man z,B. Schweine-Inselzellen und spritzt diese elnem zuqkerkranken Patienten, 
so. wQrden die Zellen hicht riur das erforderllche Insulin produziereh, sondem auch den 

Blutzucker regeln. In der Uteratur sind eine ganze Reihe derartiger Versuche beschrieben. 

• • • . 

Bei all diesen Vorhaben mGssen in' elnem ersten Schritt die Zellen aus dem Organ 

• , > • *» • 

gewonnen also isollert'werden. Bislang haben sich zwei gruhdlegend yerschieden Method§n.- 

In der Laborpraxis durchgesetztM! Ein Zerkleinern des Organs mit.mechanlschen Mitteln 

und anschlieB^ndes Auf arbeiten der erhaltenen Zell- und Gewebssuspenslon. 2. Ein 

• m 
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enzymatlsches Zerlegen des Organs In Elnzelzellen und anschlieSendes Abtrennen der 
relevanten Zellen aus dem Gerrilsch. 

■ 

• m _ 

In der US-Anmeldung US 5,079,160 belsplelswelse, wlrd eln Verfahren zur Gewlnnung von \ 
lebenden Zellen aus Organen von S&ugetieren beschrleben. Dies geschieht dergestalt, dassf 
In elnem ersten Schritt durch eln Enzym das Blndegewebe des Organs zerstort wlrd, wobel'' \ 
die elnzelnen Zellen frelgesetzt werden. Durch AbkOhlen wlrd das Enzym Inaktivlert. Die \ 
Zellsuspenslon wlrd anschlleBehd in elnem Dlchtegradlenten aufgetrennt. Die Patentschrift • \ 
i beschreibt auch.eine Laboranordnung zu diesem Zweck. Nach dem hler dargestellten \] 

J » • t « . .. • .. ' -.*.*«. 

i : Verfaiir^n und mit der dargestellten Labbrahordhung' 1st :elh Aiiflrenneh der Organe Iri.'im] 
technischen, automatisierten Verfahren nlcht mSgllch. Auch werden kelrie Angaben zu elnerv ' 
j nachtragllche Verkapselung der Zellen gemacht ,..] 1 - i..'--, 

........ i 

i I " _ _ 

: ■ . 5 ... J I 

Unf die Zellen Oder Zellverb§nde handhabbar zu machen 1st es gSnglge Praxis ale i ' 
anschlieBerid zu verkapseln. Um dies zu erzlelen werden sle in elnem ersten Schritt elner 
flQssigen, zumeist wasserlfisllchen Grundsubstanz belgemischt, die dann durch geelgnete . 
Vorrichtungen vertropft wlrd. Die geblldeten Tropfen werden ausgeh&rtet und schlleBen den 
In ihnen .geldsten oder susperidierteo Staff bder die Zellen mlt eln. Dies wlrd In der Regel; | 
durch ein Vernetzten in elnem Ffillbad oder tlurch Anderurig • physlkallschef Parameter 
errelcht. Die so geblldeten KOgelchen deren Durchmesser In elnem Bereich von elnlgen ■ 
Mlkrometern bis elnlgen Mlllimetem liegt, k5nnen anschlieBend beschlchtet werden, 

* 

• ■ • * 

. In der Fachllteratur werden an mehreren Stellen Verfahren beschrleben, die eine. • 
Verkapselung lebender Zellen zum Gegenstand haben. So beschreibt z.B. G.Troost eLal. < 

(G.Troost et. al. Sekt, Schsiumwein, Perlewein, Stuttgart 1995) In Aiglnat-Kugeln 

• • * 

. immobilislerte Hefe zur FlaschengSrung bei der Schaumweihherstellung. Hierdurch ka'nn das 

zeitaufwendige, manuelle AbrQtteln des Hefedepots durch dais rasche Abslnken der ! 
• KOgelchen in der Sektflasche ersetzt werden. Eine Gewinnung der Zellen aus Organen 1st ! 

hler. da nlcht erforderlich nicht beschrleben. 

■ 

F. Llm und A. Sun beschreiben In der Zeitschrift ..Science Band 210, Seiten 908-910, I 

■ 

Jahrgang 1980 eine Kapsel mlt elner semlpermeablenMembran zur Immobillsierung von 'i 
lebenden Zellen bei der der Kapselkem aus elner einzlgen Schlcht eines Ply-i-Lysln / 1 
Alglnatkomplexes umgeben 1st. Bel diesen Kapseln wird eine Austreten der Zellen aus dem 
Kapselkem verhlndert. Diese Membrankapsel elgnet sich . wegen Ihrer relativ- gerlngen 
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die Membran dafOr durchlasslg 1st. Diese Methode 1st auch Gegenstand der US-Anmeldung 
US 4,323,457. Sle 1st In der dar&estellten Form nlcht fQr elnen technlschen Prozess geeignet 
und befasst slch auch nlcht mit der Zellgevyinnung. ■....«• — ■ 

— ■» ■, 

i 

In der Patentschrfft P 43 12 970.6 wlrd elne Membrankapsel beschrteben, . die auch zur> 

• • i • •*] 

« * * i 

Immobllislerung von Enzymen und Protelnen, aber auch lebendeh 'Zellen geelgne^ 1st. Hler 
1st der Kem, der das Immobilisat enth&lt mit elrter mehrlagigen HQlIe umgeben, wobel jedej 
dleser Lagen der.gesamten HQlIe elne gevylsse Eigenschaft verlelht Ober die vortelihafte ) 
Wahl der HOIIenpolymere kann die DurcW§ssigkeit der. Membran so verringert werden, dass I 
auch Enzyme In der Kapsel.bleiben, wahren die vlei kleineren Substrate* und Produkte dtei 

• • * * 

Membran passieren kSnnen. Diese Kapseln kSnnen aber blslang nur im LabormaBstab, also 

■ 

In kleinen Mengen hergestellt werden. Auch fehit hier der Hinweis auf eine Methode zur 
Zellgewinnung.l . . \ I •■, 

« 

All diese Verfahreri hab'en entweder Immer nur einer:Schritt des Prozesses, also entweder 

■ < 

die Zellgewlnnung Oder die Verkapselung zum Gegenstand oder aber sle slnd nur fOrden - 5 

LabormaBstab also nicht fQr ein technisches Verfahren geeignet. 

•* * . • ■ * < 

. ■ • . .'. . ) 

* ■ • * * 

Ausgehend von dieser Sachlage iiegt der Erflndung die Aufgabe zugrunde, elnen Verfahren ■' 
sowie die dazugehSrige Anlage zu beschreiben, die es erstmais ermSglicht, lebende Zellen 1 
aus einem Organ In • elnem technlschen Prozess zii gewlhnen, aufzutrennen und zu 

verkapseln. \ 

< • 

i ' < « 

Der erfindungsgemSBe Herstellungsprozess gliedert sich in* drei Abschnitte, die 
Zellgewlnnung, die Zelltrennung Und die Zellverkapselung: 

■ 

Das Organ aus dem die Zellen qewonnen werden, wird in einem ersten in EInzelzellen 
zerlegt. Dies geschieht In einem enzymatischen Prozess, wie er vom Prinzip her 
literaturbekannt 1st. In einem zweiten Verfahrensschritt wird die erhaltene Zellsuspenslon im. i 
aufaetrennt . Dabei wlrd die fflr die weitere Verarbeitung relevante Zeilsorte mit Hilfe einer 

■ 

AntikSrpermarklerung aus • dem Gemlsch abgetrennt Sollte eine Verkapselung der .' 
erhaltenen Zellen erforderllch sein, kann dies In elnem weiteren Verfahrensschritt erfolgen.' 
Die Verkapselung basiert auf dem Prinzip wonach die relevanten Zellen In einem ersteri 
Schritt einer flQsslgen; ?umeist wasseriflslichen Grundsubstanz beigemischt werden, aus 
der darin durch Vertropfen und Ausharten mechanlsch stabile, beschichtbare Partikei 
gewonnen werden. 
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une «viascn.ne, der eln solcher Prozess zu Gninde llegt, besteht demnach aus drel Modulen, 
je eines fOr jeden Verfahrensschrttt: Zellgewlnnung, Zelltrennung und Zellverkapselung. 

Fig. 1 und Fig. 1a zelgen den Grundaufbau einer Anlage bel der dem das 
erflndungsgem&Be Verfahrep umgesetzt wurde. Alle Komponehten der Maschlne slnd so 

werden kann. Die Zellaawinm i , 
| erfolgt durch eine' Zerlegung des .Organs in Elnzelzellen und/oder Zellverbande. Dies 
geschieht im Modul ZI.Der genaue Aufbau und die Funktionsweise des Zelliso'latlonsmoduls 
I (ZD 1st In Rg. 2 dargestellt und wird .nachfolgend elngehend erliutert. Nach der lsolatioh 

Der Aufbau des Moduls.zur Zelltrahnung 
ZT ist In Fig. 3 schematisch dargestellt, seine Funktionsweise wird an elner nachfolgenden 
Stelle beschrieben. Eine nachtiagllche Verka,ps 9 |ung der relevanten Zellen kann mlt Hilfa' 
des Moduls ZVK durchgefuhrt werden. Der Aufbau dieses Moduls 1st In Rg. 4 dargestellt ist 
und seine Funktionsweise wird In elriem der nachfolgenden Abschnltte erklart. I 



Rg. 2 zeigt In einer schematischen Daretellung das Zellisolatlonsmodul (Zl) der Anlage. Es 
•funktionlert folgendermaBen: Das Organ elnes frisch verstorbehen, beispielsweise tierischeh'/ 
< Spenders wird In der ReaktJonskammer RK auf die . Slebplatte F1 gelegt Aus dem ? 
. . Vorratsbehalter EV wird anschlieSend Ober die Doslerpumpe (z.B. eine Kobenpumpe) P2./ 

Enzym kann z.B. eine Collagenase i 

• sein. Die Maschlne Ist so konstrulert, dass die ReaktJonskammer herausnehmbar Ist, so dass 

platziert warden kann und dass die ; 
. Enzyrhldsung bel Bedarf Qber eine Zuleitung direkt In'ein BlutgefSB. des Organs geleitet' 
werden kann. Die Reaktionskammer RK Ist tell eines geschlossenen Krelslaufs In dem sie ' 
wahrend des ganzen.Zellisolatjonsvorgangs von elnem Zelln§hrmedlum durchspQIt wird. 
Dieses Medium wird aus dem Verratsbehalter MV Qber die Pumpe P1 und Qber die Ventile 
V2 und VI In dem Warmetauscher WT1 auf ca. 35 - 38«C erw§rmt und in die Kammer RK 
geleitet. P1 kann beispielsweise eine Zahnradpumpe Oder eine andere selbstansaugehde 

Der Pumpenkopf kann so zusammen mlt dem 
Rest der Maschlne autolaviert werden. Der Warmetauscher WT1 1st an einen Heizthermostat 
HT angeschlossen, der Qber den TemperaturfQhler TF1 die Temperatur In der Kammer RK 

• ermittelt- und auf ca. 35 - 38° C regelt. Bel dieser temperatur ist das" Enzym,' die ' 
Collagenase namllch aktiv und zersetzt das Bindegewebe des Organs, wodurch die 
einzelnen Zellen. herausgelost und freigesetzt werden." Urn diesen Vorgang zu unterstotzen 
wird Im Inneren der Kammer RK durch den RQhrantrieb RA elne turbulente Verwirbelung des' 
NShrmediums erzeugt. 
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Die frel gewordenen Zellen warden von dem Nfihrmedium erfasst, das die Kammer RK 

ft 

durchstromt und Qber den Warmetauscher WT2 In die Dekantierkammer OK geleitet. Bei 
dlesem Vorgang wlrd das Nahrmedlum mlt den Zellen auf ca. 3 - 8 °C abgekQhlt, wodurch 
das Enzym, die. Collagenase Inaktlvlert wlrd. Die Temperatur wlrd durch den KSItethermostat. 
KT geregelt. Der Thermostat KT 1st mlt dem TemperaturfOhler TF 2 verbunden, der laufend : 
die Temperatur In der Dekantierkammer DK ermittelt und auf ca. 3 - 8 ° C regelt. Das- 

• 

Elnleitrohr des N&hrmediums (mlt Zellen) wird In das Innere der Dekantierkammer DK durch 

• • * "j 

. die Rlterfrltte F2 hindurch gefOhrt. Diese Rlterfritte. besteht z.B. aus Edeistahl und hat eine; 

! Porositat die geringer 1st als der Durchmesser def aus dem Organ herausgelflsten Zelleri 

(z.B. 5 //m). Auf diese Weise werden die Zellen aus den Nahrmedlum abgetrennt undH 

sammeln sich unterhafb der Fritte. Die Frittb 1st fQr das Nahrmedlum durchlassig. Dieses wlrd i ' 

■ 

oberhalb der Fritte wider abgepufnpt und gelangt Qber eine entsprechende Stellung des 
Ventils V2 und V1 wieder zurQck In den Krelslauf. im Krelslauf beflndet sich auch noch ein 

* 

Druckschalter IDS der bei elnem Zusetzen der Rlterfrltte F2 und sdmit einem ObermSBigen 
Druckanstleg im System die Pumpe* P1 entsprechend steuert. Durch Gffnen des Ventils V3 

i 

werden die Isolierten Zellen als Zellsuspenslon ZSR aus der Dekantierkammer geleitet und | 

• i 

kdnnen dem Zelltrennmodul ZT ziigefQhrt werden. Soli die Anlage gereinigt werden, wird j 
Qber V2 die entsprechende SpQllSsung angesaugt und durch das- System gepumpt'Nach 

einem Durchiauf -kann die SpQIiasung durch* dffnen von V1 aus dem Krelslauf entferrit 

■ ■ • * , * * 

• werden. , i i 

! 

_ 

Die durch die Zellisolatlbn gewonnSne Suspension ZSR 1st ein Gemlsch aus;' 

unterschiedllchen Zelltypen. FQr manche Anwendungen kann die Suspension in dieser Form , 

' • ■ • . .. 

eingpsetzt werden. In der Regel muss Jedoch aus dem Gemlsch eine bestimmte Zellsorte 

• . . . . 

abgetrennt werden. Methoden zur Auftrennung von Zeilgemlschen werden in der Literatur an, 
mehrereri Stellen beschrieben. Neban der klassischen Trennmethode in einem. 
Dichtegradienten gefolgt von einem Abzehtrifugieren der elnzelnen Fraktlonen setzt sich 
irnmer mehr die Trennung mit magnetisch markierten Antikdrpern durch. Bei diesem. 

Verfahren werden spezifische Antik6rper eingesetzt, die magnetisghe .Partikei enthalten. 

.*•*.*. . 

Diese AhtikSrpef setzten sich auf bestimmten Zelltypen fest, machen diese magnetisch 

wodurch sie In einem Magnetfeld aus dem Zellgemisch herausgetrennt werden WJnnen. 

• » * * * » • ' 

•Werden alle Zellen markiert auBer einem bestimmten Zelltyp spricht man ;von : einer. 

* • • * 

Negativmarkierung. Im Umgekehrten Fall, bei dem nur ein gewisser Zelltyp markiert wird 
handelt es sich ura eine Posltivmarkierung. 

Die vorliegende Erfindung nutzt zur Auftrennung des aus dem Modul Zl gewonnenen 
Suspension die Methode mit spezifischen, magnetischen Antikorpern. Dieser* 
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Verfahrensschritt 1st Im Modul ZT technlsch umgesetzt. Der Aufbau dieses Moduls 1st In Fig. 
3 schematisch dargestellt. / 

• ■ 

i - . i 

Das Zellternnmodut aus Fig. 3 arbeltet wle folgt: Die Rohsuspenslon 2SR aus Zl wirdfn' 

einem Beh&ltef ZS :aufgefaogeri HIer wlrd der magnetlsch marklerte AntikSrper aus MP ; . 

• . 

zudoslert/ DIeser AntlkSrper kann Je nach weiterer Verwendung der Zellen entweder eine. 

•■ • • *. ■ 

Positiv- bder eine Negatlvmarkierung bewlrken. Als Beispiei ' wlrd bei der welteren 
Beschrelbung von eiher. Negatlvmarkierung ausgegangen. Das so marklerte Zellgemlscti 
wlrd durch* die ,Pumpe P3 in die Trennkammer TK .gepumpt. ;P3.istbeIspielswelse elne» 
Schlauchpumpe. oder. Jede andere,.die aufgrund . Ihrer Bauart zum . Pumpen von. 
Zellsuspenslonen geelgnet 1st Die Trennkammer besitzt Kan&le, durch die die Suspension . 
geleltet wlrd. Unterhalb der Kammer beflndet sich ein Magnet M. 1st dieser Magnet eih 

• ■ 

Permanentmagnet Besitzt die Kammer elnen Mechanlsmus, der .ein Entfernen des Magheten 

f 

ermflgllcht (SRT).lst der Magnet ein Elektromagnet besitzt .diesef eine Steuerung (SRT) mit 
Hilfe derer er zu-.oder abgeschaltet werden kann. Die marklerte Zellsuspension wlrd in der J 
Kammer einem Magnetfeld ausgesetzt wodurch . die markierten Zellen zurQckgehalteri ! 
werden. ,0ber A/T. werden bei einer NegativmarMerung ' nur noch die fQr die weitere 

1 • • • 

Verarbeltung relevanten Zellen von der RQsslgkelt transportlert.' Man erh&lt eine sortenreirie 1 
• * * . ■ * ■ 

Zellsuspension ZS2 In ZellnShrmedlum. Durch Entfernen des Magnetfeldes werden nun : 

auch die markierten Zellen von der FIQssigkeit weitertransportlert und Qber ein Umstellen des [ 

Ventils VT als Zellsuspension ZS1 ausgespQIt. ( 



Die erhaltenen Zellen kdnnen direkt als. Suspension ZS1 oder ZS2 vefwendet werden; Bei 

einer ganzen Reihe von Zellen ist es aber von - Vottell, sie In einem welteren Schritt zu 

*■ ■ ■ 

verkapseln. Auf diese, Weise kann die Haltbarkelt der Zellen erhdht und deren Handling 
verbessert werden. « 



• t 

In Fig. 4 ist das Zellverkapselungsmodul ZVK der Prozesses schematisch dargestellt. Es: 
erlaubt eine Verkapselung der Zellen sowohl In sogeriannten Membrankapseln aber auch in 
membranlosen Kapseln. Die Zellsuspension ZS2 wlrd in einem Mischgef&B Ml, das mit ? 
einem RQhrantrieb RA2 ausgestattet 1st in einer. QrundstofflOsung GL, vorzugswelse 

• • • • . . . • 

Natriumalglnat suspendlert oder geI6st.- Dlese Grundstoffsuspension oder -losung wlrd 

» 

danach in dann Qber V8 in den Druckbehaiter QB und von da Qber V3 In den 
Verkapselungsreaktor VR befQrdeit DJes kann entweder wle in Fig. 3 gezelgt durch Druckluft 

« ■ 

erfolgen (Regelung Qber das Ventil DRV und Manometer M), es kflnnen aber auch Pumpen, 
F6rderschnecken usw. verwendet warden. Aus dieser Suspension oder Losung werden dann 
durch Eintropfen mit Hilfe des DQsenkopfes DSK in ein Fallbad, KQgeichen geformt. Dies 
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kann entweder durch Komplexleren mit elner mehrwertigen SalzlSsung wie z.B. bei der 
Verwendung von Alginat erfolgen, oder durch die Anderung physlkallscher Parameter wie 
2.B. Temperatu'r bel anderen Grundstoffen. Zum Vertropfen def FlOsslgkeit kfinnen Je nach. 
gewQnschter Gr6Be, Produktlvitat und GroBenverteilung mehrere Verfahren eingesetzt, 
warden. Hierbei kSnnen entweder DQsen Verwendung' flnden, die Kapillaren besttzen, bel; 
denen.der Tropfen Qber elnen Luftstrom abgerissen wlrd oder aber auch solche bel denen; 
der Tropfenabriss Qber Vibration, elektrqstatische Ablenkung usw. erf olgt. ' - - - 

w ■ • • 

Belm Elntauchen Ins Fallbad wlrd der FIQssigkeltstropfen zum Get und schlleBt das zu; 
verkapselnde Material, eln. -Das ben8tlgte Fallreagens wlrd vor.Beglnn das Tropfvorgangs i 
Qber die VentUe V4, V6, V7 mit Wife der Pumpe P4 aus dem 'Vorratsbehalter VB1 In den i 
Verkapselungsreaktor befdrdert. Durch elne tangentlale Elnleltung der RQsslgkelt auf 
•zusatzliches RQhren verzlchtet werden. Wah'rend des Vertropfens wird das Fallreagens Qber 
elne geelgnete Stellung der VentJIe V6 und V7 mit Hilfe der Pumpe P4 ImKrels gefOhrt Nach 
Beendigung des Vertropfens und des Aushartens der 'Partlkel wlrd das. Fallreagens Qber die 
Ventlle V6; V7 und V5 wleder In den BehSlter VB1 zurOckgepumpt. 1st das Reagens 
verbraucht kann es auch durch elne entsprechende Stellung yon V5 verworfen werden. 
Danach wlrd Qber die Ventlle V4; V6 und. V7 elne Waschlbsung In den Reaktor VR gepumpt; 
wodurch die KQgelchen von dem QberschQssigen .Fallreagens befrelt also gewascheri 

' • ! ' ( 

werden. ' 

■ • 

1st elne Beschlchtung der KQgelchen gewOnscht konnen in einem ahnlichen Vorgang aus. 
den Vorratsbehaltern VB2; VB3 usw. die entsprechenden Beschlchtungsl6sungen in den 

• » • 

Reaktor VR gepumpt und daraus wleder entfemt werden. Die Beschichtung der Gelpartikel 
erfolgt durch deren Kqntakt mit den Jewelllgeh Beschlchtungsl6sungen. Dies slnd verdQnnte 
walBrige Ldsungen von Polymereh mit anipnlschen bzw.. kationlschen Gruppen wie z.B. 
Chitosan, Polyvinylpyrrolydon, Polyethylenimin, Carbocymethyicellulose, Alginat, 
Polyacrylsaure usw. die auf der Kapseloberflache sogenannte Poiyeiektrolytkomplex- 
Schlchten bllden. Durch wiederholtes Eintauchen der Partikel in diese L6sungen werden. wle 

■ » • * i 

in P 43 12 970.6 beschrleben, mehrere Lagen der KapselhOlle gebildet. 

• * « 

• . : 

I 

a 

Die verkapselte'n Zellen werden Qber das Ventil AV2 aus dem Reaktor VR als Suspension 
ZK ausgeschwemmt. Je nach spSterem Einsatzgeblet k6nnen die Kapseln danach entwe'd'ei 
inkublert, eingefroren oder getrocknet werden. . 
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Patentansprtiche 



* Verfahren und Anlage zur Gewinnung und/oder Verkapselung von lebertden Zellen 
aus Oiiganen dadurch gekennzelchnet, dass das Organ, das die Zellen enthalt In 
elnem enzymatlschen Prozess in Einzelzeilen und/oder Zellverbande zertegfwtrd, 

!aus dem so erhalten . Zellgemisch anschlleBend die relevanten Zellen abgetrennt ' 

; werden undjdlese danach verkapselt werden k6nneit 

• .* i . ■ • . • * ~ . • / 

i i • • 



i 



Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzelchnet, dass es mehrere oder alia der 
folgenden Schritte umfasst, die auch mehrmals wlederholt werden k6nnen: 

■ 

- 'UmspQIen elnes Organs mit einer auf ca. 35 - 38? C erwarmten 

. NahrflQssigkeit ' , 1 , ' i . 

- Heraustrennen von Zellen aus derh Organ mit Hilfe eine Enzyms i 

- Weitertransportder herausgelosten Zellen durch die NahrflQssigkeit In. 
Form einer Suspension 

■ • ■ ■ ■ ( 

- . AbkQhien der dadurch resultierenden Zellsiispension auf ca. 3 - 8° C ! 

Aufkonzeritrieren derZeilsuspension durch eln Abtrenneh der Zellen aus 

■ * « 

der Suspension mit Hilfe einer porSsen Fritte 1 

- RQckfQhren der NahrflQssigkeit nach Abtrennung- der Zellen In 6Inen ' 
Krelslauf 

■- Markleren bestimmter Zelltypen in der konzentrierten Suspension mit Hilfe j 
magnetlsch markierter Antikdrper "i 

- Abtfennen der so marklerten Zellen aus- der Suspension in elnem 
Magnetfeld .!'"'' 

- Suspendleren der relevanten Zeilfraktion In elnem Qrundstoff 

Vertropf en dieser Grundstoff Suspension \ ' 

f 

Fallen der Tropfen 

-' SpQIen und Suspendieren der durch Fallung entstandenen KQgelchen in 
einer WaschflQssigkeit / 

- • UmspQIen der KQgelchen mit einer polykationtschen Polymeriasuhg und 

Ausbilden einer kationlschen Ladung auf der Kugeloberflache 

- Waschen der KQgelchen mit einer WaschflQssigkeit 

- Waschen der. KQgelchen mit einer Detergenzlosung 

- UmspQIen der KQgelchen mit einer polyanionlschen Polymerlosung und 
Ausbilden einer anionischen Ladung auf der Kugeloberflache 
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SpOIen und Suspendleren der durch FSIIung entstandenen KQgelchen in 
einer WaschflO'sslgkelt 

Suspendleren der durch Fallung entstandeneri KOgelchen mit den Zellen j 
in elnem Zellnahrmedium 
InKubieren der KQgelchen mit den Zellen . 
Einfrieren der KQgelchen mit den Zellen.: 

* * ■ 

Trocknen der KQgelchen mit den Zellen 



Verfahren nach Ansjbruch 1 und 2 dadurch gekennzeichnet dass das zur : 2eIIIsoIation( 

eingesetzte Enzym eine Collagenase 1st * . 

. ' * 

Verfahren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, dass der Qrundstoff In | 
den die -Zfellen zur Verkapselung eingerQhrt "werden eln ..loslicher .Naturstoff oder? 
Kunststoff 1st 

■ 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet,. dass der Grundstoff durch 
eln mechahisches Hilfsmlttel vorzugswelse eine Ffirderschnecke bder elne Pumpe in 

• * • * m t 

eine Vorrichtung zur Tropfenerzeugung befo.rdert Wltd..' 



Verfahren nach Anspruch 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass der Grundstoff ' 
pneumatlsch in eine Vorrichtung zur Tropfenerzeugung befaixiert wird. 

♦ 

« « 

* * * " • 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung zur 
TropfenbildungTell eines Reaktionsgef&Bes 1st 

! 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass aus dem Grundstoff ;; 
durch Vibration, durch einen Luftstrom, durch .. eine Rotationsbewegiing • ' 

■ 

(Zentrifugaikr&fte) und/oder durch Emulgiefen Tropfen geblldet werden;. 

■ 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass die ' gebildeten 

♦ 

Tropfen chemlsch, z.B. durch den Einfluss von Salzen gefailt werden kdnnen. 

9 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 dadurch gekennzeichnet, dass die gebildeten 

• • * ■ * • 

■ 

Tropfen physlkaiisch, z.B. durch TemperaturSnderung gefailt. werden konnen.. 

■ 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 10 dadurch- gekennzeichnet, dass die gef&IJten 

■ 

Tropfen die aus einem Organ gewonnenen lebenden Zellen enthalten. 
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\ ... - - — \ 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11 dadurch gekennzeichnet, dass die gefailten 

, •-* — ••• — . — . . . 

.. .. Tropfen in dem Fallbad in Schwebe gehaiten warden 



13. Verfahren nach Anspruch 1 bis 12 dadurch' gekennzeichnet, dass die gefailten; 



\ 



14. - Verfahren nach , Anspruch 1 bis 13 dadurch gekennzeichnet; iJassi tfie gefailten 

" Tropfen in dem F£llbad.durch die FHeBgeschwindigkeit des umgebenden Mediums In i 
r Schwebe gehalteh werden. ; 

> ; I 

\. . . . • , [ 

15. . Verfahren nach Anspruch 1 bis 14 dadurch gekennzeichnet, dass die gefailten { 

' Tropfen durch UmspQlen mlt gebigneten PolymerlSsungen beschichtet werden. , 

i * * * • 

! * ... . * ; 

16. Verfahren nach Anspruch 1 bis 15 dadurch gekennzeichnet, dass die gefailten 
! Tropfen wahrend des Beschichtens fn Schwebe gehaiten werden . ! 

• * * * • 

17. . Verfahren. nach Anspruch 1 bis 16 dadurch gekennzeichnet,' .dass" xlie gefailten; 

■ ■ • " » * • ... ' 

■Tropfen wahrend des Beschichtens durch RQhren in 'Schwebe gehaiten werden.- 



• • • * 

18. Verfahren nach Anspruch 1 bis 17 dadurch gekennzeichnet, dass die gefailten ; 
i Tropfen w&hrend des Beschichtens durch die FHeBgeschwindigkeit des umgebenden 

j Mediums In Schwebe gehaiten werden. r 

* * * ■ 

• . ■ * • • 

19. Verfahren nach Anspruch «1 bis 18 dadurch gekennzeichnet, dass die beschichteten 
* KQgeichen eine HQIle aufweisen, die den Kern und somit das verkapselte Material 

vollstandig umschiieBt . 

I 

20. Verfahren nach Anspruch Ibis 19 dadurch gekennzeichnet, dass die HQIle der 

•. ••■*,■. 

beschichteten KQgeichen aus einer oder mehrerer radial angeordneten Schichten 
", besteht.- 

• . 

• * 

21 . • Verfahren nach Anspruch 1 bis 20 dadurch gekennzeichnet, dass Schichten der HQIle 

Bereiche unterschledlicher DIchte seln k6nnen. 

■ 

22. Verfahren nach Anspruch 1 bis 21 dadurch gekennzeichnet, dass die bsschlchteten . 
• KQgeichen ungetrocknet, also feucht gelagert und verwendet werden konnen. 
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23. Verfahren nach Anspruch 1 bis 22 dadurch gekennzelchnet, dass die beschichteten 
KQgelchen gefriergetrocknet warden kSnnen. - — • - 

» 

• — - — ■ 

24.. . Verfahren nach Anspruch 1 bis 23 dadurch gekennzelchnet, dass die beschichteten 

* * ■ ■ ■ 

KQgelchen luftgetrocknet werden kdnnen. ; - - — - 



25. Verfahren nach Anspruch -1 bis 24 dadurch gekennzelchnet, .dass .zum Fatten i 
gnd/oder Beschlchten elngesetzten Losungen . entweder' als Konzentrate oderL. 

gebrauchsf ertig, In verdOnnter Form verwendet werden. ! 

■ • 

• • • - „ . 

* • ■ 

26. Anlage nach Anspruch 1, die nach einem Verfahren nach Anspruch i bis 25 arbeitet 

. dadurch ..-gekennzelchnet, dass . ste mehrere der folgenden Hauptkomponenten 
aiifwelst: '• 

■ ** _ 

« i 

• . • - - - - - • I 

- Reaktionskammer zur Aufnahme des Organs mit Slebplatte und RQhrwerk (RK) 

- Kalte* (KT) urid Helzthermostat (HT) 

-. VVarrnetauscher zUm Temperieren der FIQsslgkeiten (WT1 , WT2) ! 

.r Pekan0ergefaBmltpor5serFritte undRohrdurchleltung(DK) ' 

- Kammer zur Trennung von markierten Gemischen Im Magnetfeld (TK) 

- MischbehaJter fQr.den Giuhdstoff und die Zellen (Ml) < 
-yorratsbehalterfQrdasFalibad(VB1) 

• Vorratsbehalter fQr die Beschichtungsiasungeh (VB2, VB3, usw.) 

- ReaktionsgefSB fur die Vertropfung und Fallung der Grundstoff-Zellsuspension (VR) 

- Vorrichtung. zum Trocknen der beschichteten KQgelchen' 

- Pumpen (P1 , F;2, P3)undVentile(V1, V2,...) : 

- Entsprechende Steuer- und Regelteile 

■ 

27. Anlage nach Anspruch 1 bis 26 dadurch gekennzelchnet, dass.sie gemaB Fig. 1 bzw. \ 
J Fig. 1a arbeitet und/oder Ihre Komporienten gemaB Rg.' 1 bzw. Fig. la angeordnet 

und/o.dermitelnanderverbundensind. _ 



28. ' Anlage nach Anspruch 1 bis 27 dadurch gekennzelchnet, dass sie ein 
Zellisolationsmodul besitzt, das gemaB Fig. 2 arbeitet und/oder dessen Komponenten 
gemaB Fig. 2 angeordnet und/oder.mltelnander verbunden sind. ' 

1 ■ 
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29. Anlage nach Anspruch 1 bis 28 dadurch gekennzelchnet, dass sie eln Zelltrennmodul 
bestet, das gemaB Rgl< 3 a/beltet und/oder dessen Komponenten gemaS Rg. 3 

* * 

: . angeordnet und/oder mltelnander verbunden elnd. 

/ * • , ■ ... . * 

I I - > | ' -..i ' \. r ._ __ 

30. Anlage. riach Anspruch" 1 bis " 29 dadurch gekenhzelchriet, • dass sie' ein.- 
Zeilverkapselungsmodul -.besttzt, das * gemaB. Rg./. < ;arbeltet ' jjsiji/^r'M!^ 1 - 
Komponenten gemafl.Rg..4 angeordnet und/oder mltelnander verbunden sjnd. / 

_ , | • . • . j ~ 

' " . I 

■• • ... 



• 
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